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基础 研究 


NADPH 氧化 酶 在 人 真皮 成 纤维 细胞 氧化 应 激 损伤 中 的 作用 


陈 疾 , 黄 昊 , 汤 红 峰 , 郑 秀芬 , 胡 勇 , 王 瑞 华 
南方 医科 大 学 附属 顺德 第 一 人 民 医 院 皮肤 科 , 广 东 佛山 528000 


摘要 :目的 探讨 NADPH 和 氧化 酶 在 人 真皮 成 纤维 细胞 氧化 应 激 损伤 中 的 作用 。 方 法 HO, 构建 氧化 应 激 模型 ,将 实验 分 为 正常 
组 、 氧 化 损伤 组 和 NADPH 和 氧化 酶 抑制 剂 DPI) 组 ,MTT 检 测 细胞 活力 ,DCFH-DA 荧光 探 针 检测 细胞 内 活性 氧 (ROS) 改 变 ， 
Western blot 分 析 NADPH 和 氧化 酶 胞 膜 亚 基 gp91phox 表 达 变 化 。 结 果 HO. 对 成 纤维 细胞 的 氧化 损伤 呈 时 间 和 浓度 依赖 , HO 
700 hmolL 处 理 24h 后 细胞 活力 下 降 约 40%(P<x0.05),ROS 升 高 2 倍 (P<0.05)。 而 抑制 剂 组 细胞 活力 较 氧 化 损伤 组 增加 20% 
(P<0.05),ROS 下 降 至 正常 水 平 (P<0.05)。Western blotting 结 果 显 示 氧 化 损伤 组 gp91phox 表 达 随 H.O, 浓度 逐渐 升 高 ,而 抑制 
剂 组 表达 接近 正常 水 平 。 结 论 HO, 可 通过 影响 NADPH 氧 化 酶 特别 是 胞 膜 亚 基 gp91phox 引 发 成 纤维 细胞 氧化 损伤 。 
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Role of NADPH oxidase in oxidative stress injury of human dermal fibroblasts 
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Abstract: Objective To investigate the role of NADPH oxidase (Nox) in the oxidative stress injury of human dermal fibroblasts 
(HFbs). Methods An oxidative stress injury model was established in HFbs by exposure to H,O.. Normal HFbs and HFbs 
exposed to H:O, with and without pretreatment with NADPH oxidase inhibitor were tested for cell viability using MTT assay, 
and the intracellular reactive oxygen species (ROS) were determined with a DCFH-DA fluorescent probe. Western blotting was 
used to measure the protein expressions of membrane-bound subunit gp91phox of NADPH oxidase in the cells. Result FO; 
time- and concentration-dependently induced oxidative stress injury in the fibroblasts, causing a reduction of the cell viability to 
40% after a 24-h exposure at 700 nmol/L (P«0.05) and an increase of ROS by 2 folds after a 2-h exposure at 700 umol/L (P«0.05). 
Compared with the cells with oxidative stress injury, the cells with NADPH oxidase inhibitor pretreatment showed a 20% higher 
cell viability (P«0.05) and normal ROS level (P«0.05) following H:O, exposure. Western blotting demonstrated increased 
expression of gp91phox in the cells exposed to increasing H:O: concentrations, but gp91phox expression remained normal in 
cells pretreated with NADPH oxidase inhibitor. Conclusion H,O, can induce oxidative stress injury in the fibroblasts by 
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affecting NADPH oxidase, especially its membrane-bound subunit gp91phox. 
Key words: human dermal fibroblasts; reactive oxygen species; oxidative stress; NADPH oxidase; NADPH oxidase inhibitor 


近年 来 活性 氧 艇 (reactive oxygen species, ROS) 对 
皮肤 的 损伤 作用 受到 人 们 的 广泛 重视 。ROS 是 正常 
氧 代谢 的 副 产 物 , 在 细胞 信号 传导 ,维持 机 体 稳 态 中 发 
挥 重要 作用 ”。 然 而 在 病理 条 件 或 外 界 环境 影响 下 ( 例 
如 暴露 于 紫外 线 或 热源 等 ),ROS 和 急剧 增 多 六 ,对 细胞 产 
生 损伤 称 为 氧化 应 激 (oxidative stress, OS), HATOS 被 
认为 是 导致 衰老 和 疾病 的 一 个 重要 因素 。 研 究 显示 
NADPH 和 氧化 酶 (NADPH oxidase, Nox) 家 族 是 ROS 的 
主要 来 源 , 在 氧化 应 激 中 具有 关键 作用 ,而 其 在 皮肤 OS 
中 研究 较 少 。H20, 作 为 ROS 的 主要 成 员 之 一 ,可 直接 
或 间接 损伤 细胞 ,诱导 细胞 凋 亡 和 坏死 ,被 广泛 应 用 于 
体外 氧化 应 激 模型 的 诱导 “"。 本 文 拟 以 HO, 建 立 人 真 
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皮 成 纤维 细胞 (human dermal fibroblasts, HFbs) 氧 化 应 
激 损伤 模型 ,以 此 为 基础 探讨 NADPH 和 氧化 酶 在 本 O,; 诱 
导 的 HFbs 氧 化 损伤 中 的 作用 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 主要 试剂 胎 牛 血清 (BD ,I 型 胶 酶 ,Dispase II , 
MTT UJ K — Z& d& A f ilt Ek (Diphenyleneiodonium 
chloride, DPI) (Sigma) , DCFH-DA 荧光 探 针 (南京 建成 
生物 工程 研究 所 ) ,小 鼠 抗 波形 蛋白 单 克 隆 抗体 
(Vimentin) 和 FITC 标 记 山 羊 抗 小 鼠 IgG 二 抗 (北京 中 
杉 金 桥 ) , 免 抗 人 gp91phox 多 克隆 抗体 (abcam) , 鼠 抗 人 
Gapdh 多 克隆 抗体 .HRP 标 记 山 羊 抗 兔 IgG 二 抗 和 HRP 
标记 山羊 抗 鼠 IgG 二 抗 (Bioword) ,HO;( 国 产 分 析 纯 )。 
1.1.2 组 织 来 源 包皮 组 织 由 南方 医科 大 学 南方 医院 泌 
尿 外 科 提 供 , 源 于 4 位 健康 行 包 皮 环 切 术 者 ,年 龄 分 别 
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4518,18 .20 和 25 岁 , 并 经 患者 本 人 同意 。 
1.2 方法 
1.2.1 人 真皮 成 纤维 细胞 的 原 代 培养 及 鉴定 包皮 组 织 
于 超 净 台 内 用 含 青 霉 素 和 链 霉 素 PBS 洗 3 次 , 剪 去 皮下 
结缔 组 织 和 脂肪 ,0.1%Dispase TI 4 过夜, 分 离 表 皮 和 
真皮 ,将 真皮 剪 碎 至 1 mm’, 加 入 5 倍 体积 0.1% I 型 胶原 
酶 ,37 MC 消化 0.5~1 h 后 加 入 等 体积 全 培 终 止 消 化 ,200 
钥 钢 网 滤 过 ,1500 r/min, 离 心 10 min, 弃 上 清 PBS 洗 2 
次 。 最 后 加 入 含 10% FBS 的 DMEM 培 养 基 ,37 %C .5% 
CO, 孵 箱 培养 。 待 细胞 70~80% 融 合 , 常 规 胰 酶 消化 传 
代 。 第 3~6 代 细胞 用 于 正式 实验 。 

免疫 荧光 法 鉴定 : 取 第 3 代 HFbs, 按 1x10; 接 种 于 
履 有 盖 玻 片 的 6 孔 板 中 , 待 细胞 生长 成 单 层 ,取出 乡 
WEF , 4% 多 聚 甲 醛 固 定 , 0.2%Triton X-100 透 化 2~ 
5 min,5%BSA 室温 封闭 30 min, 贱 育 小 鼠 抗 波形 蛋白 
单 克隆 一 抗 1: 100 4 CHIX JOE TS 2696 91:200 
2h, DAPI 染 核 , 甘 油封 片 ,荧光 显微镜 下 观察 。PBS 代 
蔡 一 抗 作 阴性 对 照 。 
1.2.2 细胞 处 理 、 分 组 及 MTT 法 检测 细胞 活力 取 对 数 
生长 期 细胞 按 5x10; 个 细胞 接种 于 96 孔 板 , 24 h 后 换 用 
1% 全 培 使 细胞 同步 化 24 h 后 分 别 加 入 200,400,600, 
700 以 及 800 umol/L HO0;, 男 设 正 常 对 照 组 和 空白 对 照 
组 ,每 组 6 个 复 孔 ,作用 2.4.8、12 以 及 24 h 后 ,每 孔 加 入 
MTT 深 液 20 uL(5 mg/mL),37 CHA 4h ; 弃 上 清 ,每 
孔 加 入 150 uL DMSO ,振荡 10 min。 酶 标 仪 于 波长 
490 nm 测 各 孔 吸 光度 (A) 值 ,计算 细胞 活力 ,选择 处 理 
24 h 细胞 活力 下 降 30%~40% 的 HO; 浓度 用 于 构建 
HFbs 氧化 应 激 损伤 模型 。 确 定 HO; 处 理 条 件 后 ,将 实 
验 分 为 正常 组 .氧化 损伤 组 (HO; 处 理 ) .抑制 剂 组 ( 先 巴 
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图 1 人 真皮 成 纤维 形态 学 观察 及 鉴定 


以 Nox 抑 制剂 DPI 预 处 理 2h 后 再 加 HO0; 处 理 ,DPI 浓 
度 参考 Li 等 "研究 ) ,观察 各 组 细胞 形态 变化 及 MTT 
法 测定 细胞 活力 。 
1.2.3 细胞 内 活性 氧 检 测 ” 取 对 数 生 长 期 细胞 , 按 以 上 
处 理 后 收集 细胞 计数 调整 各 组 细胞 数 一 致 ,37 CA 
DCFH-DA 荧光 探 30 min,PBS 洗 去 多 余 探 针 ,多 功能 
酶 标 仪 测定 各 组 在 激发 波长 488 nm, 发 射 波长 525 nm 
处 交 光 值 。 

1.2.4 Western blotting 检测 gp91phox 表 达 用 和 蛋白质 
印记 法 检测 各 组 细胞 gp91phox 表达 。 收 集 各 组 细胞 ， 
PBS 洗 2 次 ,RIPA 裂解 液 提取 和 蛋白 ,BCA 法 测定 蛋白 浓 
BE, 行 聚 丙 酰胺 凝 胶 电 泳 ( 蛋 白 上 样 量 为 40 hg/ 泳 道 )， 
PVDF 膜 湿 转 ,5% 脱 脂 奶 粉 封 闭 1~2 h,4 孵育 一 抗 过 
Ti ,稀释 浓度 为 1:500, 室温 旷 育 二 抗 1~2 h ,稀释 浓度 
为 1:5000。ECL 化 学 发 兴 试 剂 盒 发 光 .显影 。 

1.2.5 统计 分 析 SPSS 19.0 进 行 统计 分 析 。 所 有 数据 
均 采 用 均 数 + 标准 差 表 示 , 多 组 间 均 数 比较 采用 单 因素 
方差 分 析 , 如 方差 齐 性 ,采用 LSD-t 法 进行 两 两 比较 ;如 
方差 不 齐 , 采 用 Dunnetts T; 法 进行 两 两 比较 。P<0.05 
认为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 人 真皮 成 纤维 细胞 形态 学 观察 及 鉴定 

倒置 显微镜 下 观察 细胞 体积 较 大 , 呈 长 梭 形 (图 
1A)。 免 疫 获 光 结 果 显 示 :细胞 核 呈 蓝 色 , 卵 圆 形 ， 
Vimentin 定 位 在 胞 质 , 呈 绿 色 菊 光 , 高 表达 相对 特异 的 
标记 物 Vimentin( 图 1B) ,再 根据 其 组 织 来 源 证 实 为 
HFbs, 阴 性 对 照 组 无 阳性 荧光 表达 (图 1C)。 


Fig.l Morphological observation and identification of cultured human dermal fibroblasts (HFbs). A: Dermal fibroblasts 
(Original magnification: x100); B: Vimentin(*)(x400); C: Negative control(x400). 


22. HO0; 对 HFbs 活 力 的 影响 

不 同 浓度 丁 0; 使 HFbs 细胞 活力 下 降 , 并 时 浓度 
(图 2A) 和 时 间 依 赖 (图 2B)。HO; 700 pmol/L 处 理 24 h 
后 ,细胞 活力 较 正 常 组 下 降 40%(P<0.05) ,差异 有 统计 


ALa N 
学 总 义 。 


2.3 DPI 对 HO; 诱 导 的 HFbs 氧 化 损伤 的 保护 作用 

光 镜 下 示 100 pmol/L HO0; 处 理 24 h 后 对 细胞 形态 
无 明显 影响 (图 3B), 随 着 浓度 增加 至 700 umol/L, H0 
可 使 HFbs 形 态 发 生 明 显 改变 ,细胞 皱 缩 ,体积 变 小 Zn 
胞 间隙 增 大 (图 3C); 而 抑制 剂 组 在 加 入 DPI 后 与 氧化 
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图 2 H;0; 对 Hfbs 细 胞 活力 的 影响 
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Fig.2 Effect of H:O: on the viability of cultured HFbs. A: H:O. exposure for 24 h concentration-dependently reduces the cell vitality (*P« 
0.05 vs normal cells); B: At the concentration of 700 umol/L, H-O, time-dependently reduces the cell vitality (*P«0.05 vs normal cells). 


损伤 组 相 比 体积 增 大 ,细胞 数目 增加 (图 3D), 同 时 MTT 
结果 显示 抑制 剂 组 细胞 活力 较 氧化 损伤 组 明显 升 高 


m m 


图 3 DPI 对 HFbs 细 胞 形态 影响 


(P<0.05) 差 异 有 统计 学 意义 (图 4) ,然而 不 同 浓度 DPI 


处 理 后 各 组 差异 并 无 统计 学 意义 。 
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Fig.3 Effect of NADPH oxidase inhibitor on the morphology of HFbs (Original magnification: x100). A: Normal control group; B: Cells 
treated with 100 uumol/L HO; for 24 h; C: Cells treated with 700 uumol/L H:O; for 24 h; D: Cells pretreated 1 umol/L of NADPH oxidase 


inhibitor for 2 h before exposure to 700 umol/L H:O; for 24 h. 
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图 4 DPI 对 HEFbs 增 值 的 影响 

Fig.4 Effect of NADPH oxidase inhibitor on 
proliferation of HFbs. *P«0.05 vs normal group; ‘P< 
0.05 vs oxidative stress injury group. 


2.4 各 组 细胞 内 ROS 的 变化 

HO0; 处 理 2h 后 HFbs 细胞 内 ROS 明显 升 高 ,并 呈 
浓度 依赖 (图 5A), 而 经 DPI 预 处 理 后 抑制 剂 组 与 氧化 
损伤 组 相 比 细胞 内 ROS 水 平 明显 下 降 (P<0.05) ,差异 
有 统计 学 意义 ;而 与 正常 组 相 比 细胞 内 ROS 未 见 明显 


升 高 (P>0.05), 如 图 5B 所 示 。 
2.5 Western blotting 分 析 各 组 NADPH 氧化 酶 
gp91phox 的 变化 

Western blotting 显示 正常 HFbs gp91phox 表 达 较 
低 ,而 在 不 同 浓度 HO; 处 理 24P 后 其 表达 较 正 常 组 升 
高 并 呈 浓 度 依 赖 ( 图 6)。 而 如 图 7 所 示 抑 制剂 组 加 入 DPI 
处 理 后 与 氧化 损伤 组 比较 可 明显 降低 gp91phox 的 表达 。 


3 讨论 

正常 情况 下 ,HFbs 内 自由 基 的 产生 和 清除 处 于 动 
态 平 衡 状态 ,一 旦 平衡 被 打破 ,ROS 过 度 积累 ,就 会 引发 
氧化 链 式 反应 和 脂 质 过 氧化 反应 从 而 引发 皮肤 疾病 和 
衰老 ”"”"。H2O0; 是 主要 的 活性 氧 之 一 ,作为 膜 易 透 性 氧 
化 剂 ,可 在 多 种 细胞 培养 模型 中 引起 细胞 损伤 "。 本 
实验 中 加 入 外 源 性 H,O; 诱 导 HFbs 氧化 应 激 损伤 , 结 
显示 随 着 HO0, 浓 度 和 作用 时 间 增 加 氧化 损伤 组 细胞 活 
力 逐 渐 下 降 ,HO;700 umol/L 处理 24h 后 ,细胞 活力 下 
降 40%。 实 验 发 现 HO, 100 umolL 时 细胞 活力 较 正 常 
组 已 有 下 降 , 但 光 镜 下 细胞 形态 未 见 明 显 改 变 ,然而 随 
着 HO; 浓 度 增 加 , 光 镜 示 细 胞 数量 减少 . 皱 缩 ,失去 原 有 
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图 5 细胞 内 ROS 变化 
Fig.5 Changes of intracellular ROS in the cells. *P«0.05 vs 
normal group; ‘P<0.05 vs oxidative stress injury group. 
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图 6 HORER 3 SER gp91phox 3 
Fig.6 H:O. increased the expression of gp91phox 
in HFbs in a concentration-dependent manner. 
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图 7 DPI 降低 HO, 诱 导 的 gp91phox 表 达 
Fig.7 NADPH oxidase inhibitor decreased HO: 
induced expression of gp91phox in HFbs. 


形态 上 且 培 养 基 细 胞 碎片 增多 。 研 究 表 明 ROS 水 平 直接 
反映 了 细胞 内 氧化 应 激 的 程度 ”“ ,本 实验 检测 细胞 内 


ROS 水平 亦 与 细胞 损伤 相 一 致 , 随 着 细胞 活力 下 降 
ROS 升 高 也 越 来 越 明 显 ,在 HO; 700 umol/L 处理 2 h 
后 ROS 较 正常 组 升 高 2 倍 。 以 上 结果 说 明 随 着 HO0; 浓 
度 的 增加 表现 出 明显 的 损伤 效应 ,先是 细胞 功能 的 改变 
(ROS 升 高 ), 损 伤 积累 到 一 定 程度 就 触发 了 细胞 不 可 逆 
的 损伤 (细胞 活力 下 降 )。 

研究 显示 NADPH 氧 化 酶 是 体内 催化 生成 ROS 的 
主要 酶 体 " ,由 胞 膜 gp91phox.p22phox 亚 单位 和 胞 质 
p47phox .p67phox ,p4Ophox .小 GTP 酶 和 Rac 亚 单位 组 
成 ,gp91phox 是 其 主要 的 功能 亚 单位 。 在 不 同 细胞 中 
发 现 一 系列 gp91phox 的 同 源 物 ,统称 为 Nox 和 蛋白 家 
Ño AX Nox 基因 组 包括 7 个 成 员 , 妈 Nox1~5、Duox1l 
fll Duox2, gp91phox 亦 称 为 Nox2。Nox 通 过 配 体 诱导 
方式 感受 胞 外 信息 ,外 来 信号 刺激 使 其 激活 或 失 活 ,从 
而 迅速 升 高 或 降低 细胞 内 的 ROS 水 平 ""。Spadoni 等 " 
发 现在 系统 性 人 硬化 病 成 纤维 细胞 中 Nox2 和 Nox4 表 达 
增加 诱导 ROS 过 度 产 生 , 并 在 细胞 异常 活化 和 DNA 损 
伤 起 着 至 关 重 要 的 作用 。Zhang 等 所 证 实 TGF-B1 活化 
Nox, 可 诱导 Nox2 表达 升 高 促使 ROS 积聚 加 速 皮肤 纤 
维 化 进程 ,并且 这 一 作用 可 被 DPI 和 Nox2siRNA W 
弱 。 研 究 发 现 ,心肌 缺 血 再 灌注 时 ,Nox2 基因 表 达 显 车 
上 调 , 伴 随 活性 氧 水 平 升 高 ,提示 Nox2 在 介 导 心肌 缺 血 
再 灌注 氧化 损伤 中 起 主要 人 作用。 宋 上 晖 等 认为 热 损 
伤 可 激活 人 皮肤 成 纤维 细胞 Nox 并 促进 其 蛋白 表达 ， 
增加 ROS 产生 ,细胞 内 升 高 的 ROS 可 进一步 促进 
PGE2 的 释放 ,从 而 促进 参与 创伤 修复 早期 阶段 的 炎症 
反应 。 这 些 研究 表明 Nox, 特 别 是 Nox2 与 多 种 疾病 的 
发 生发 展 都 有 着 密切 的 联系 。 本 实验 结果 示 正 常 HFbs 
中 gp91phox 表 达 较 低 ,而 在 HO, 刺 激 后 明显 上 调 ,并 与 
细胞 内 ROS 水 平和 细胞 损伤 程度 相 一 致 。 这 些 研 究 都 
提示 HO0; 可 能 是 通过 诱导 Nox 活 化 ,进一步 导致 ROS 
累积 并 加 重 氧 化 应 激 反 应 。 

为 探讨 NADPH 和 氧化 酶 在 氧化 应 激 损伤 中 的 作用 ， 
我 们 在 抑制 剂 组 加 入 DPI 预 处 理 2 h 后 再 加 入 HO,, 结 
果 显 示 DPI 抑 制 了 gp91phox 的 表达 ,细胞 活力 较 氧化 
损伤 组 明显 升 高 ,细胞 内 ROS 水 平 几乎 恢复 至 正常 水 
平 ,有 效 保护 了 HO: HFbs 的 氧化 损伤 。 由 此 推测 
DPI 可 抑制 Nox 重要 功能 亚 基 gp91phox 的 表达 ,减少 
HOTII ROS 积聚 ,从 而 实现 对 细胞 的 保护 作用 ,而 
MIT 结 果 显 示 抑 制剂 组 细胞 活力 仍 低 于 正常 组 ,考虑 
HO0; 本 身 为 较 强 的 活性 氧 物质 ,可 直接 损伤 细胞 ,DPI 
可 能 仅 抑 制 HO0; 对 Nox 的 活化 ,从 而 减轻 H;0, 引 发 的 
氧化 链 式 反应 和 脂 质 过 氧化 反应 以 此 保护 细胞 。 

综 上 所 述 , Nox 在 HO0; 导 致 的 氧化 应 激 损伤 中 具 
有 重要 作用 ,DPI 有 效 保护 HJ0; 对 HFbs 的 氧化 损伤 , 且 
这 一 保护 效应 可 能 是 通过 抑制 gp91phox 的 表达 起 作 
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用 ,结合 以 往 研究 :NADPH 氧 化 酶 在 皮肤 纤维 化 和 创 
伤 修复 的 炎症 反应 阶段 都 具有 重要 作用 ,皮肤 的 氧化 损 
伤 、 纤 维 化 和 炎症 反应 都 是 引发 皮肤 衰老 的 主要 原 
因 呈 ,本 研究 表明 通过 抑制 Nox 能够 防止 皮肤 HEFbs 氧 
i 因此 对 于 保护 皮肤 组 织 正 常 结构 .功能 和 延缓 
皮肤 衰老 具有 重要 意义 ,同时 也 为 改善 皮肤 衰老 提供 了 

条 新 的 防治 思路 。 除 gp91phox 在 HO; 诱 导 的 HFbs 
氧化 损伤 中 的 变化 外 ,其 他 Nox 亚 型 及 其 {在 皮肤 光 老 化 
中 的 作用 也 应 进一步 研究 。 
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